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Enzim α-amilase adalah enzim yang dapat mendegradasi ikatan α-1,4-
glikosidik pada pati. Isolasi gen α-amilase dapat dimulai dengan melakukan 
perancanga primer secara in silico. Penelitian ini bertujuan mendesain primer 
yang sesuai untuk gen α-amilase pada jamur Penicillum sp. Proses perancanan 
dilakukan menggunakan software primer designing tool dari NCBI. Diperoleh 10 
kandidat primer yang dihasilkan, dan dipilih 3 pasang primer, yaitu primer 1 
terdiri dari forward 5‟ CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 3’ reverse 3‟ 
TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 5’, pasang primer 3 tediri dari forward 5‟ 
CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 3’ reverse 3’ ATGAATGGCGCTCACGATCT 
5’,dan pasang primer kombinasi antara primer 6 (forward) dan 8 (reverse) 
tediri dari forward 5‟ CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 3’ reverse 3’ 
GCTTATCACGGCTACTGGCA 5’.Hasil desain primer yang dilakukan, primer 
yang didapat memenuhi syarat primer yang baik untuk digunakan, yaitu memiliki 
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 The α-amylase enzyme is an enzyme that can degrade α-1,4-glycosidic 
bonds in starch. Isolation of the α-amylase gene can be started by conducting in 
silico primary design. This study aims to design a suitable primer for the α-
amylase gene in the fungus Penicillum sp. The planning process is carried out 
using the primary software designing tool from NCBI. 10 primary candidates 
were obtained, and 3 primary pairs were selected, namely primary 1 consisting of 
forward 5 'CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 3' reverse 3 
'TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 5', primary pairs 3 consisting of forward 5 
'CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 3' reverse 3 'ATGAATGGCGCTCACGATCT 
5', and pairs of combination primers are 6 (forward) and 8 (reverse) which consist 
of forward 5 'CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 3' reverse 3 
'GCTTATCACGGCTACTGGCA 5. The primary design results are carried out, 
the primer obtained meets the requirements of a good primer to use, which has a 
length of 20, % GC values are still in the range 40-60%, and Tm values are in the 

























يٍ  .Penicillium spفً  Insilicoبٕاططت  α-Amylaseاألٔنً نـ . انتصًٍى 8102تزٌظُبطبري ، دٌتب. 
التزاح أبحبث انفحى. لظى انكًٍٍبء ، كهٍت انعهٕو ٔانتكُٕنٕجٍب ، يٕالَب يبنك إبزاٍْى انذٔنت اإلطاليٍت جبيعت 
نة  يبالَج. انًظتشبر األٔل:  ج ن  ال ي  ي؛ االطتشبري:  ا ع
يانن ول وي ي  ، . دي
 .،ۡأداةۡالتصميمۡاألولية.α-Amylase ۡ،Penicillium spۡالتصميمۡاألساسيۡ،ۡجينۡ:ۡالكلماتۡالمفتاحية
 
-αًٌكٍ بذء عشل جٍٍ . فً انُشب α-1،4-glycosidicْٕ إَشٌى ًٌكُّ تحهم رٔابط  α-amylaseإَشٌى 
amylase ٍٕى أطبص يُبطب نجٍٍ تٓذف ْذِ انذراطت إنى تصً. عٍ طزٌك إجزاء انتصًٍى األٔنً نهظٍهٍك
α-amylase  فً انفطزPenicillum sp . ٌتى تُفٍذ عًهٍت انتخطٍط ببطتخذاو أداة تصًٍى انبزايج األطبطٍت
 5ٌتكٌٕ يٍ  0أسٔاج أٔنٍت ، ًْٔ أٔل  3يزشحٍٍ أٔنٍٍٍ ، ٔتى اختٍبر  01تى انحصٕل عهى . NCBIيٍ 
'CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 3 ' 3عكض 'TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 5 ' ،
 3عكض ' CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 3' 5تتكٌٕ يٍ  3أسٔاج أٔنٍت 
'ATGAATGGCGCTC  ٍ5يٍ ( عكظً) 8ٔ ( أيبيً) 6ٔ تتكٌٕ أسٔاج انتٕنٍفبث األٔنٍت ي 
'CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 3 ' 3عكض 'GCTTATCACGGCTACTGGCA 5 .
بدئبث انتً تى انحصٕل عهٍٓب بًتطهببث جٓبس تًٍٓذي جٍذ ٌتى تُفٍذ َتبئج انتصًٍى األٔنٍت ، ٔتفً انب














1.1 Latar Belakang 
Enzim amilase adalah enzim yang mendegradasi substrat amilum. Enzim 
amilase yang bertugas untuk memecah pati dikelompokkan menjadi 2, yaitu α-
amilase, dan β-amilase. Enzim α-amilase (1,4-α-D-glukan glukanohidrolase; EC 
3.2.1.1) adalah enzim yang dapat mendegradasi ikatan α-1,4-glikosidik pada pati, 
dengan cara memutus ikatan α-1,4-glikosidik (Poliana, 2007). Hasil degradasi 
enzim ini berupa glukosa, maltosa, unit maltotriosa, atau gula yang lebih 
sederhana (Akcan et al., 2011). 
Enzim α-amilase memiliki peran yang penting di dunia industri seperti 
industri makanan dan detergen yang berguna untuk menghidrolisis pati 
(Sivaramakrishnan et al., 2006). Pada industri pembuatan minuman beralkohol, 
enzim α-amilase mengubah karbohidrat menjadi gula sederhana yang selanjutnya 
dapat diubah menjadi etanol. Sebagaimana firman Allah SWT dalam Al Qur‟an 






“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam dan 
siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi manusia, 
dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu Dia 
hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi itu segala 
jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara langit dan 
bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum 
yang memikirkan (Al-Baqarah: 164).” 
 
 Ayat diatas dijelaskan dalam Tafsir Jalalain yang mengatakan bahwa 
(ciptaan allah SWT yang ada di langit dan dibumi) yakni keajaiban-keajaiban 
yang terdapat pada keduanya (serta pergantian malam dan siang) dengan datang 
dan pergi, bertambah serta berkurang, (serta perahu-perahu) atau kapal-kapal 
(yang berlayar di lautan) tidak tenggelam atau terpaku di dasar laut (dengan 
membawa apa yang berguna bagi manusia) berupa barang-barang perdagangan 
dan angkutan, (dan apa yang diturunkan Allah dari langit berupa air) hujan, (lalu 
dihidupkan-Nya bumi dengannya) yakni dengan tumbuhnya tanam-tanaman 
(setelah matinya) maksudnya setelah keringnya (dan disebarkan di bumi itu segala 
jenis hewan) karena mereka berkembang biak dengan rumput-rumputan yang 
terdapat di atasnya, (serta pengisaran angin) memindahkannya ke utara atau ke 
selatan dan mengubahnya menjadi panas atau dingin (dan awan yang 
dikendalikan) atas perintah Allah SWT, sehingga ia bertiup ke mana dikehendaki-
Nya (antara langit dan bumi) tanpa ada hubungan dan yang mempertalikan 
(sungguh merupakan tanda-tanda) yang menunjukkan keesaan Allah SWT (bagi 
kaum yang memikirkan) serta merenungkan. 
Aplikasi enzim dalam dunia industri terhitung lebih dari 80% pemakaian 
enzim di pasar global (Miguel et al.,2013). Penjualan enzim mencapai sekitar US$ 
2 milyar pada tahun 2004 dan diperkirakan mencapai US$ 11 juta pada tahun 




milyar US$ pada tahun 2009 dan mencapai 3,6 milyar US$ pada tahun 2010. Nilai 
ini diperkirakan terus meningkat dan akan mencapai 6 milyar US$ pada tahun 
2016 (BBC, 2014). Peningkatan kebutuhan enzim α-amilase dalam industri yang 
semakin besar mendasari untuk dilakukannya penelitian dan eksplorasi enzim α-
amilase dari berbagai sumber. 
Enzim α-amilase umumnya diisolasi dari hewan, tumbuhan dan 
mikroorganisme (Sivaramakrishnan, dkk., 2006). Mikroorganisme yang banyak 
digunakan untuk menghasilkan α-amilase adalah bakteri dan jamur. Pada 
umumnya jamur banyak digunakan sebagai penghasil α-amilase karena memiliki 
kelebihan diantaranya α-amilase yang dihasilkan jamur lebih stabil jika 
dibandingkan dengan α-amilase yang dihasilkan oleh bakteri sehingga lebih 
menguntungkan jika digunakan dalam kepentingan industri (Suganthi, dkk., 
2011). Mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim α-amilase adalah jamur 
seperti Aspergillus sp. dan Pennicilium sp. (Sivaramakrishnan, dkk., 2006). 
Penelitian sebelumnya telah berhasil mengisolasi jamur amilolitik dengan 
aktivitasnya sebesar 1,33. Isolat dari jamur amilolitik teridentifikasi berdasarkan 
Internal Transcribe Spacer (ITS) memiliki kekerabatan terdekat dengan 
Penicillium Sublateritium dengan similaritas sebesar 94,66% (Khoir, 2018). Pada 
penelitian ini akan dilakukan desain primer untuk gen α-amilase pada isolat 
Penicilllium hasil isolasi dari batu bara dengan tujuan untuk mengetahui homologi 
dengan suatu mikroorganisme lain penghasil α-amilase dan karakteristik gen α-
amilase.  
Gen α-amilase dari Penicillium sp diamplifikasi dengan metode PCR. 




template dan sepasang primer. DNA template merupakan DNA untai ganda yang 
membawa urutan basa fragmen yang akan digandakan, didalam proses PCR DNA 
template memiliki fungsi sebagai cetakan untuk pembentukan molekul DNA yang 
baru. Primer merupakan oligonukleotida yang berguna untuk mengapit bagian 
awal dan akhir daerah gen yang diamplifikasi. Pada tahapan isolasi gen α-amilase 
dibutuhkan sepasang primer agar dapat dilakukan proses isolasi tersebut, tahapan 
yang pertama dilakukan adalah dengan cara harus mengetahui primer yang akan 
digunakan, sebelum itu tahapan yang paling penting adalah desain primer. 
Desain primer adalah proses perancangan sebuah primer dengan tujuan 
agar memperoleh sebuah primer yang baik untuk proses amplifikasi. Primer yang 
baik mampu menempel pada DNA template dari jamur Penicillium sp. Penelitian 
yang sama dari jamur Aspergillus telah berhasil menemukan primer yang 
digunakan pada proses PCR, yaitu pasangan primer (AmyFP 5′-
CATCTGGATCACCCCCGTTA-3′ dan AmyRP 5′-
AGACTTACGAAGCGAACCGT-3′) (Oghenetega et al., 2018). Pada proses PCR 
tersebut akan menghasilkan sebuah pita tebal dengan panjang 2027-2054 pb. 
Setiap satu siklus PCR terdapat 3 tahapan yang berlangsung, yaitu: denaturasi, 
annealing dan elongasi dan masing-masing membutuhkan kondisi yang optimum. 
Kondisi optimum PCR pada jamur Penicillium mulai dari denaturasi, annealing 
dan elongasi berturut-turut adalah 94°C selama 30 detik, 60°C selama 30 detik, 




1.2 Rumusan Masalah 
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah bagaimana urutan primer yang 
potensial untuk isolasi gen α-amilase? 
 
1.3 Tujuan 
Penelitian ini diakukan dengan tujuan yaitu untuk mengetahui urutan primer yang 
potensial untuk isolasi gen α-amilase. 
 
1.4 Batasan Masalah 
Batasan masalah pada penelitian ini adalah software yang digunakan untuk 




Manfaat penelitian ini adalah memberi informasi tentang primer yang dapat 
















2.1 Tinjauan Islam Tentang Ilmu Genetika 
 Ilmu genetika mendefinisikan dan menganalisis keturunan (heredity) atau 
konstansi dan perubahan pengaturan dari berbagai fungsi fisiologis yang 
membentuk karakter organisme. Unit keturunan (gen) adalah suatu segmen DNA 
yang nukleotidanya membawa informasi karakter biokimia atau fisiologis 
tertentu. Pendekatan tradisional pada genetika telah mengidentifikasikan gen 
sebagai dasar kontribusi karakter fenotip atau karakter dari keseluruhan stuktural 
dan fisiologis dari suatu sel atau organisme, karakter fenotip seperti warna mata 
pada manusia atau resistensi terhadap antibiotik pada bakteri, pada umumnya di 
amati pada tingkat organisme (Jawets, 2001). 
Variasi fenotif telah diamati berdasar kemampuan gen untuk tumbuh 
dibawah kondisi terseleksi, misalnya bakteri yang mengandung satu gen yang 
resisten terhadap ampisilin dapat dibedakan dari bakteri kekurangan gen selama 
pertumbuhannya dalam lingkungan yang mengandung anti biotik sebagai suatu 
bahan penyeleksi. Seleksi gen memerlukan ekpresinya dibawah kondisi yang 
tepat, dapat diamati pada tingkat fenotip. 
Semua keanekaragaman yang terjadi dengan berbagai proses yang begitu 
rumit dan lengkap tidak terjadi semata-mata secara kebetulan. Semua itu 
terencana secara rapi dan terperinci. Setiap gen-gen mengatur aktifitas kimiawi 
dalam sel yang melahirkan pertukaran-pertukaran zat dan energi sesuai kode yang 





Sebuah bakteri baru dapat dibentuk dari substansi bakteri itu sendiri dalam 
waktu singkat, mengikuti informasi yang diterima dari gen-gen yang tercatat 
didalam pita DNA. Setiap terjadi pembagian diri, gen dibuat duplikatnya secara 
menyeluruh dalam organisme yang baru. Fungsi-fungsi kimiawi bakteri pada 
kenyataannya sangat banyak, misalnya E. coli dapat memproduksi tiga ribu 
jenis protein. Semua itu merupakan modifikasi Allah yang memiliki teka-teki dan 
melihatkan kebesaran Allah SWT. 
Dalam hubungan ini, kita akan percaya pada Allah SWT lebih rela untuk 
mengemukakan adanya campur tangan dari kemampuan-Nya untuk mencipta. 
Ilmu sendiri didapatkan untuk membuktikan kekuasaan Allah SWT itu nyata dan 
dapat kita lihat di sekeliling kita melalui apa saja termasuk alam ini. Nabi sendiri 
memerintahkan untuk “mencari ilmu sejak dari buaian hingga ke liang kubur”. 
Hal ini bertujuan untuk agar manusia mengerti bahwa banyak Al-Qur‟an 
mendorong manusia agar mencari tanda-tanda kekuasaan Allah SWT melalui 
perenungan maupun fenomena alam. 
Di dalam Al Quran, Allah SWT menyiratkan akan penciptaan makhluk 
hidup termasuk penciptaan mikroorganisme yang merupakan bagian dari mahluk 
hidup ciptaan Allah SWT. Proses penciptaan dan komponen penyusun makhluk 
hidup termasuk mikroorganisme terdapat dalam surat An-Nur ayat 45, An-Nahl 





”Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian dari 
hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan dengan dua 
kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah menciptakan 
apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas segala sesuatu 





“Dan Dia menundukkan malam dan siang, matahari dan bulan untukmu. Dan 
bintang-bintang itu ditundukkan (untukmu) dengan perintah-Nya.Sesungguhnya 
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi 




“Tidakkah orang-orang kafir itu melihat kelangit dan bumi disatukan, kemudian 
mereka Kami pisahkan dan Kami menjadikan setiap yang hidup dari air. Lantas 
akankah mereka tak beriman? (Q.S Al-Anbiya: 30)” 
 
 
Dari beberapa ayat diatas dapat kita ketahui bahwa Allah SWT telah 
menciptakan makhluk hidup termasuk mikroorganisme secara sempurna atau 
secara mendetail tanpa ada hal yang tertinggal atau kurang pada diri makhluk 
hidup tersebut termasuk mikroorganisme. Sehingga kita sebagai makhluk hidup 
harus bersukur dengan pemberian Allah SWT, termasuk penciptaan 
mikroorganisme yang banyak memberi manfaat kepada manusia. Begitu 




2.2 Enzim α-Amilase  
 Enzim α-amilase (α-1,4-glucanglucanohydrolase) adalah enzim 
ekstraseluler yang menghidrolisis ikatan α-1,4-glikosidik secara acak pada rantai 
amilosa dan membentuk unit maltosa, dimana α-amilase memiliki berat molekul ± 
50 KDa (Balkan, 2005). α-Amilase atau α-1,4-glucan-4glucanglucanohydrolase, 
EC 3.2.1.1 termasuk keluarga endo-amilase yang mengkatalisis reaksi hidrolisis 
ikatan glikosidik pada pati dan karbohidrat lain menghasilkan malto-oligosakarida 
dan glukosa dalam bentuk α-anomeric (Aiyer, 2005). 
 α-Amilase dapat diisolasi dari hewan, tumbuhan, dan mikroorganisme. 
Mikroorganisme dinilai lebih ekonomis, karena dapat menghasilkan enzim dalam 
waktu yang pendek, tidak bergantung musim dan kondisi reaksi seperti pH dan 
temperatur mudah diatur (Harsono, 2001). Mikroorganisme yang banyak 
menghasilkan α-amilase adalah jamur dan bakteri.  
Jamur banyak digunakan sebagai penghasil α-amilase karena mempunyai 
kelebihan diantaranya α-amilase yang dihasilkan dari jamur lebih stabil jika 
dibandingkan α-amilase yang dihasilkan dari bakteri sehingga lebih 
menguntungkan jika digunakan untuk kepentingan industri (Suganthi., dkk., 
2011). Salah satu jenis kapang yang dapat menghasilkan α-amilase diantaranya 
dari genera Aspergillus, Penicillium, Cepltalosparium, Mucor, Neurospora, dan 
Rhizopus (Afifi et.al., 2008). Enzim α-amilase yang dihasilkan oleh cendawan 
umumnya bersifat asam dan tidak tahan panas (termolabil) seperti pada kelompok 






2.3 Gen Penyandi α-Amilase pada Penicillium 
 Gen penyandi α-amilase dari jamur Penicillium memiliki perbedaan 
panjang basa dan urutan nukleotida (Gambar 2.1 dan 2.2). Hasil penelitian yang 
telah dilakukan oleh Bravo-Ruis (2017), diketahui bahwa panjang basa pada jamur 
Penicillium sp. „occitanis' yang dihasilkan sebesar 1840 pasang basa (pb). Adapun 
penelitian Ballester dkk (2015) memperoleh gen α-amilase dari Penicillium 
expansum yaitu sebesar 2027 pb. 
 
 
Gambar 2.1 Urutan gen penyandi α-amilase pada Penicillium sp. „occitanis' 
strain CL100 contig_433, whole genome shotgun sequence 1840 








































































Gambar 2.2 Urutan gen penyandi α-amilase dari Penicillium expansum strain 
MD-8 chromosome Unknown contig348, whole genome shotgun 
sequence 2027 pb (Ballester, dkk., 2015). 
 
2.4 Asam Amino dan Struktur Enzim α-Amilase 
Enzim α-amilase dikode oleh gen penyandi gen α-amilase dimana enzim 
α-amilase tersusun atas jumlah asam amino yang bervariasi. Hasil penelitian 
dilakukan oleh Yanchen (2015) berhasil mendapatkan asam amino α-amilase 
berjumlah 495 asam amino pada jamur Penicillium sp. (Gambar 2.3).  
Struktur 3 dimensi enzim α-amilase memiliki 3 domain utama, yaitu 
domain A, B, dan C (Gambar 2.4). Domain A merupakan domain (β/α)8-barrel 
yang ditunjukkan oleh warna merah yang merupakan domain yang paling lestari 




ke tiga dan rantai α heliks dari (β/α)8-barrel, domain ini ditunjukkan oleh warna 
biru dan dikenal sebagai prostusion dari domain A. 
 
      




Gambar 2.4 Struktur 3 dimensi α-amilase (Rosahdi, 2008) 
 
2.5 Polymer Chain Reaction (PCR) 
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode molekuler untuk 














bersifat spesifik terhadap DNA target. Dengan metode ini, segmen tertentu pada 
DNA dapat digandakan hingga jutaan kali lipat dalam waktu relatif singkat  
(Singleton, 2000). Metode ini terdiri dari tiga tahapan utama yaitu tahap 
denaturasi, penempelan primer (annealing), dan elongasi atau pemanjangan 
primer (Gambar 2.5). Metode PCR memerlukan berbagai komponen yaitu DNA 
templat, sepasang primer, DNA polimerase, ion Mg
2+
, dNTP, dan bufer. 
 
 
Gambar 2.5 Tiga tahapan utama pada Polymerase Chain Reaction (PCR) 
(Brown, 2010). 
 
2.6 Templat DNA  
Templat DNA adalah rantai DNA yang mengkode atau mencetak rantai 
mRNA (kodon) yang memiliki untaian DNA dengan arah 3‟→5‟. Untaian ini 
disebut sebagai untaian (-) dan berperan untuk melakukan transkripsi membentuk 
mRNA. (Yuwono, 2009). Ukuran target amplifikasi biasanya kurang dari 1000 
pasangan basa (bp) atau 1 kb dengan hasil amplifikasi yang efisien antara 100-400 
pb. Meskipun, hasil amplifikasi lebih dari 1 kb dimungkinan prosesnya kurang 




inhibitor yang dapat mempengaruhi kerja enzim DNA polymerase dan waktu 
yang diperlukan lebih lama. Hal ini dapat menyebabkan hasil amplifikasi tidak 
maksimal. 
 
2.7 Desain Primer 
 Salah satu faktor yang menentukan keberhasilan pemeriksaan PCR adalah 
ketepatan susunan primer PCR yang digunakan karena akan menentukan 
sensitifitas dan spesifitas pemeriksaan. Primer PCR merupakan potongan pendek 
DNA untai tunggal (biasanya 18-30 pp) yang terdiri dari forward primer (F) dan 
reverse primer (R). Primer digunakan untuk inisiasi proses amplifikasi DNA dan 
untuk membatasi proses amplifikasi sehingga dapat ditentukan panjang produk 
PCR (amplikon) yang dihasilkan. 
Urutan primer harus spesifik dan terletak pada daerah lestari (conserve 
region) sehingga tidak terjadi mismatch dan unmatch agar diperoleh hasil yang 
diinginkan. Hibridisasi dan amplifikasi harus terjadi pada urutan template DNA 
gen target dan tidak boleh terjadi hibridisasi dan amplifikasi pada tempat yang 
tidak diinginkan (bukan gen target) (Yuryev, 2007; Garibyan & Avashia, 2013). 
Primer PCR didesain secara in silico dengan menggunakan beberapa 
program seperti Primer-BLAST, IDT, PerlPrimer, dan Primer3. Primer PCR juga 
dapat didesain secara manual dengan tetap memperhatikan beberapa ketentuan 
yang berlaku. Penggunaan program komputer dapat mempermudah perancangan 
primer secara cepat sesuai dengan kebutuhan (Yuryev, 2007). 
Syarat \ primer yang baik dan tepat diantaranya panjang basa dan suhu 




dengan tidak memiliki selisih suhu leleh yang terlalu tinggi. Suhu leleh primer 
yang digunakan harus sama untuk memastikan kinerja yang konsisten pada 
pasangan primer. Perbedaan Tm sepasang primer sebaiknya tidak lebih dari 5°C. 
Suhu primer annealing harus stabil agar produk PCR lebih efisien.  
Parameter lain yang perlu diperhatikan adalah persen GC. Primer 
disarankan memiliki persen G dan C dengan rentang 40-60%, memiliki basa GC 
pada ujung yang dapat membuat hibridisasi lebih stabil, dan tidak mengandung 
secondary structures berupa hairpin atau dimer. Primer sebaiknya tidak memiliki 
urutan pengulangan dari 2 basa dengan toleransi pengulangan sebanyak 4 kali, 
semisalnya ATATATAT. Primer sebaiknya tidak memiliki urutan basa yang 
diulang terus menerus seperti urutan 5‟-AGCGGGGGATGGGG dengan basa G 
diulang sebanyak 5 kali berturut-turut. Panjang PCR produk yang ideal berkisar 



















3.1 Pelaksanaan Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genetika Jurusan Biologi dan 
Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia Universitas Islam Negeri Maulana 
Malik Ibrahim Malang dimulai sejak bulan November sampai Mei 2020. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat  
Alat yang digunakan dalam pengamatan morfologi secara mikroskopik 
adalah mikroskopo dan kaca preparat, Desain primer menggunakan perangkat 
keras berupa Laptop DELL Inspiron 14 3000 Series. 
 
3.2.2 Bahan 
Sampel isolat jamur Penicillium sp. hasil isolasi dari batu bara yang 
diambil dari PLTU Paiton Probolingo. Semua gen α-amilase diperoleh dari 
genbank, www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Perancangan primer menggunakan 
program primer designing tool dari NCBI (National Center for Biotechnology 








3.3. Tahapan Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut: 
1. Pengamatan morfologi 
2. Penentuan template DNA  
3. Desain primer gen α-amilase 
4. Analisis Data 
 
3.4 Cara Kerja 
3.4.1 Pengamatan Morfologi 
 Pengamatan morfologi dilakukan secara makroskopik dengan mengamati 
koloni yaitu meliputi pengamatan bentuk, warna, tekstur, tepian, dan elevasi 
koloni jamur. Pengamatan mikroskopik juga dilakukan yang meliputi pengamatan 
bentuk sel, bentuk hifa atau miselium, bentuk spora, dan ada tidaknya sekat pada 
hifa. 
 
3.4.2 Penentuan Templat DNA  
 Urutan DNA gen α-amilase dari berbagai spesies Penicillium diunduh di 
NCBI. Pada database tersebut berisi gen α-amilase dalam bentuk gen parsial atau 
gen lengkap. Pengunduhan gen α-amilase dalam bentuk fasta (.txt). Cara 
pengunduhan dengan prosedur sebagai berikut: 
Buka program NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, pada database dipilih “gene”, 
kemudian sekuen diinput “alpha amylase gene of Penicillium” pada kolom 
“search” lalu diklik search, diambil seluruh sekuen gen α-amilase jamur 




kolom GenPept dipilih “FASTA (text)”, klik “Apply”. Setelah itu, disalin sekuen 
tersebut ke dalam aplikasi Notepad, klik “File” lalu klik “Save as”. Beri nama file 
tersebut, ex: “alpha amylase gene of Penicillium 1”, lakukan hal yang sama pada 
sekuen α-amilase yang lain. 
 Gen sudah terkumpul dianalisis kembali untuk mendapatkan gen lengkap 
α-amilase. Gen α-amilase yang memiliki tingkat kesamaan yang tinggi antara 
sesame gen α-amilase dijadikan parameter pemilihan gen tersebut sebagai 
templat. Selain itu, pemilihan templat juga didasarkan pada panjang gen α-amilase 
yang diperoleh. 
 
3.4.3 Desain primer   
Program BLAST “ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/” dibuka dan salin 
“gen α-amilase” yang akan dijadikan template pada bagian “Enter accession,gi, or 








3.4.4 Analisis Data 
 Data yang diperoleh dari perancangan primer berupa sepuluh pasangan primer 
dengan menampilkana karakteristik berupa panjang produk, suhu leleh/melting 
temperatur (Tm) dan persen GC. Dari sepuluh pasang primer akan dipilih tiga jenis 

























HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Analisis Morfologi Jamur Penicillium sp. 
 Penelitian sebelumnya telah melakukan pengamatan morfologi jamur yang 
terdiri dari bentuk koloni, warna koloni. Pada penelitian sebelumnya telah 
didapatkan isolat yang diberi nama A BTBR, dimana pada pengamatan dibawah 
alat mikroskop menunjukkan bahwa isolat tersebut memiliki bentuk koloni bulat, 
dengan tepian rata, dan permukaan yang bergelombang, bagian atas isolat jamur 
memiliki warna putih, sedangkan bagian bawah koloni berwarna keabu-abuan. 




Gambar 4.1 Hasil pengamatan morfologi isolat A BTBR menggunakan 
mikroskop dengan perbesaran 40X (Khoir, 2018) 
 
 
Hasil pengamatan yang dilakukan telah menunjukkan jamur membentuk 
cabang pada ujung hifa. Pada cabang akan tumbuh lagi menjadi jamur baru, 




Penicillium sublateritium berdasarkan analisis genotip menggunakan gen 18 
rRNA. Jamur P. sublateritium memiliki kemampuan untuk menghasilkan amilase, 
dimana penelitian selanjutnya yaitu, isolasi gen amilase pada jamur P. 
sublateritium dengan mendesain primer gen amilase terlebih dahulu. 
 
4.2 Penentuan Templat DNA  
DNA template atau cetakan yang digunakan sebagai acuan pada desain 
primer adalah sekuen gen dari Penicillium sp. yang terdapat di dalam GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Pada tahap penelitian ini gen pada jamur 
Penicillium didapatkan data sebanyak 16 gen, dimana masing-masing data gen 
yang dihasilkan yaitu dengan data gen penuh dan data gen setengah.  
 
Tabel 4.1 Data Gen amilase dari berbagai jenis spesies Penicillium  




1. NW_015971310 P. expansum 2027 bp 
Ballester, dkk., 
2015 
2. NW_015971428 P. expansum 2482 bp 
Ballester, dkk., 
2015 
3. NW_015971418 P. expansum 1964 bp 
Ballester, dkk., 
2015 
4. NW_015971304 P. expansum 2054 bp 
Ballester, dkk., 
2015 
5. LHQR01000065 P. griseofulvum 2448 bp 
Banani & 
Davide, 2016 
6. LHQR01000070 P. griseofulvum 1703 bp 
Banani & 
Davide., 2016 
7. NPFK01000092 P. Sp. 'occitanis' 1729 bp 
Bravo-Ruis, dkk., 
2017 
8. NPFK01000226 P. Sp. 'occitanis' 2319 bp 
Bravo-Ruis, dkk., 
2017 







Data yang dihasilkan diperoleh dari beberapa jenis jamur Penicillium 
dengan panjang basa yang beragam yang ditunjukkan pada (Tabel 4.1). Urutan α-
amilase secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran 2. Dari 16 data gen yang 
diperoleh hanya akan diambil gen penuh saja yang bertujuan untuk mendapatkan 
DNA template yang digunakan untuk desain primer pada tahap selanjutnya.  
Data sekuen diberasal dari 3 jenis Penicillium dengan jumlah sekuen 
sebanyak 9 data dengan panjang basa yang berbeda yaitu pada jamur P. 
expansum, P. griseofulvum, dan Penicillium sp. 'occitanis'. Ketiga spesies jamur 
memiliki panjang basa dari 1703 bp sampai dengan 2482 bp. Masing-masing 
sekuen dapat digunakan sebagai acuan pada templat DNA.  
Pemilihan template dilakukan berdasarkan analisis terhadap panjang basa 
pada masing-masing Penicillium dan jenis Penicillium yang akan digunakan, yaitu 
P. expansum, P. griseofulvum, dan Penicillium sp. 'occitanis'.  Pada Penicillium 
expansum memiliki panjang basa dengan rentang antara 1964 bp sampai 2482 bp, 
jenis Penicillium griseofulvum memiliki panjang basa dengan rentang antara 1703 
bp sampai 2442 bp, sedangkan pada Penicillium sp. 'occitanis' memiliki panjang 
basa dengan rentang antara 1729 bp sampai dengan 2319 bp. Masing-masing 
sekuen dengan rentang panjang basa yang berbeda dipilih berdasarkan jumlah 
panjang basa yang berada di tengah-tengah antara panjang sekuen terbesar dan 
yang terkecil dengan tujuan untuk mewakili proses alignment, yaitu sekuen dari 
Penicillium expansum dengan panjang basa 2027 bp, Penicillium griseofulvum 





Hasil sekuen yang telah dipilih, yaitu 3 spesies dengan panjang basa yang 
berbeda. Sekuen hasil alignment telah dilampirkan pada Lampiran 1. Pemilihan 
primer didasarkan pada sekuen yang memiliki kemiripan tertinggi diantara 2 
sekuen lainnya. Hasil alignment menunjukkan bahwa Penicillium sp. 'occitanis' 
dengan panjang basa 1840 bp memiliki similaritas yang tinggi, sehingga sekuen 
Penicillium sp. 'occitanis' dapat dijadikan sebagai template. 
 
 
Gambar 4.2 Urutan nukleotida gen penyandi α-amilase pada jamur Penicillium 
sp.„ocitanis‟, sekuen penuh dengan panjang 1840 bp (Bravo-Ruis,. 
et al,. 2017) 
 





































4.3 Desain Primer   
 Desain primer merupakan rancangan dari sebuah primer yang akan 
digunakan utuk proses penggandaan DNA pada metode Polimerase Chain 
Reaction (PCR). Salah satu faktor keberhasilan pemeriksaan PCR adalah 
ketepatan susunan primer PCR untuk menentukan sensitifitas dan spesifisitas 
pemeriksaan. Pada penelitian ini dilakukan proses desain primer dengan metode 
in silico dengan menggunakan software primer designing tool 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), yaitu primer-BLAST dari 
NCBI. 
  
Tabel 4.2 Hasil Desain Primer Penicillium sp. 'occitanis' strain CL100 
contig_433 (NPFK01000433)  
No  Pasang Primer Awal Akhir Tm GC% 
Panjang 
Produk 
1. F CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 189 208 59.97 55.0 690 
 R TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 878 859 60.04 55.0  
2. F TGAGAGTACGGTGACGACCT 202 221 59.96 55.0 576 
 R ACCATTGCATGCCCTTACCA 777 758 59.96 50.0  
3. F CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 1355 1374 59.97 55.0 413 
 R ATGAATGGCGCTCACGATCT 1767 1748 59.89 50.0  
4. F GTAAAGCCCGTTCCGGAGAT 146 165 59.82 55.0 76 
 R AGGTCGTCACCGTACTCTCA 221 202 59.96 55.0  
5. F ACTACCGCTGGTGCTTTCAA 682 701 59.89 50.0 378 
 R GCTGGGAAGGCGACACTATT 1059 1040 60.11 55.0  
6. F CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 292 311 60.11 60.0 295 
 R ATTCGCCAACTACACCTCGG 586 567 60.11 55.0  
7. F CCGTCCGACAAGATCGTGAA 518 537 60.11 55.0 287 
 R GTTGGCGAAGTCGACAATGG 804 785 59.83 55.0  
8. F GCATGGAGAGCTGTAGCCAA 1282 1301 60.11 55.0 146 
 R GCTTATCACGGCTACTGGCA 1427 1408 60.18 55.0  
9. F ACCAAACGGCTTCACGGTTA 441 460 60.18 50.0 97 
 R TTCACGATCTTGTCGGACGG 357 518 60.11 55.0  
10. F GGACTTGACGGTGTTGACCA 643 662 60.18 55.0 243 





Hasil desain primer dengan templat Penicillium sp. 'occitanis' strain 
CL100 contig_433 (NPFK01000433) memberikan rekomendasi primer sebanyak 
10 pasang primer yang ditunjukkan pada Tabel 4.2. Panjang produk memberikan 
variasi yang beragam dengan rentang terkecil, yaitu 76 sampai rentang terbesar 
690. Informasi karakteristik masing-masing primer secara lengkap dilampirkan 
pada Lampiran 3.  
Kesepuluh kandidat primer yang dihasilkan telah memenuhi standar 
kriteria kelayakan primer berdasarkan panjang basa primer. Semua kandidat 
primer memiliki panjang basa sebanyak 20 basa. Menurut Borah (2011) primer 
yang ideal secara umum memiliki panjang 18-30 basa nukleotida, pada panjang 
basa ini diharapkan dapat mengikat template pada suhu annealing. Jika primer 
terlalu pendek akan mengurangi spesifitas primer sehingga dapat menempel pada 
template dengan suhu anneling yang tidak diinginkan. Sedangkan primer yang 
terlalu panjang tidak akan dapat menempel pada template yang diinginkan 
(Handoyo dan Rudiretna, 2001).    
Parameter lain yang perlu diperhatikan adalah selisih nilai Tm pada primer 
forward dan reverse, dan nilai %GC. Kesepuluh kandidat primer menunjukkan 
bahwa Tm memenuhi standar kriteria primer yang baik, yaitu 59-60,11˚C. 
Menurut WHO (2012) Tm (Melting Temperature) yang optimal dari primer 
forward dan reverse memiliki rentang 2-4°C, diantara 50-65°C. Berdasarkan nilai 
%GC, 10 kandidat primer memiliki nilai %GC yang berada pada rentang 50-60%. 
Menurut Rudiretna (2001), presentase banyaknya Guanin dan Sitosin (%GC) 




Data lain yang diperoleh dari analisis primer adalah posisi penempelan 
kesepuluh kandidat primer (Gambar 4.3). Delapan dari 10 kandidat primer paling 
menempel pada nukleotida nomor 146 sampai 1059 yaitu primer 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 




Gambar 4.3 Posisi penempelan kandidat primer pada templat Penicillium sp. 
'occitanis' (NPFK01000433) dengan panjang basa 1840 pb. 
 
Sepuluh kandidat pasang primer yang ada dipilih 3 pasang primer, yaitu 
pasang primer 1, pasang primer 2, dan modifikasi pasang primer 8 (forward) dan 
6 (reverse). Pemilihan primer didasarkan pada jumlah produk yang terbentuk, 
yaitu primer 1 dengan panjang produk 690 pb, primer 3 dengan panjang produk 
413 pb, dan modifikasi primer forward 6 dan primer reverse 8 dengan panjang 
produk 1116 pb (Tabel 4.2). Ketiga primer tersebut dipilih didasarkan pula pada 
posisi penempelan primer yang mewakili keseluruhan sekuens sehingga 













Tiga kandidat primer yang terpilih yang akan digunakan, yaitu  
 Primer 1 (Forward 5‟-CTGCACCGGAGTTTGAGAGT-3‟ dan reverse 5‟-
TCCGTCTTGACTCCGCTCTA-3‟),  
 Primer 3 (forward 5‟- CGACGTCAGTCCCAGTTTGA-3‟ dan reverse 5‟- 
ATGAATGGCGCTCACGATCT-3‟) 
 Primer modifikasi 6-8 (Forward 5‟-CTGTTAGGCACTGGCTCTCC-3‟ dan 
reverse 5‟- GCTTATCACGGCTACTGGCA-3‟) 
 
5.2 Saran 
Ketiga kandidat primer perlu dilakukan analisis lebih lanjut untuk memastikan 
apakah primer yang dihasilkan tepat digunakan untuk isolas gen α-amilase dari 
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Lampiran 1. Sepuluh gen α-amilase dari berbagai spesies Penicillium 
>NW_015971310.1 Penicillium expansum strain MD-8 chromosome 











































>NW_015971428.1:70986-73467 Penicillium expansum strain MD-8 


















































>NW_015971418.1:c97871-95908 Penicillium expansum strain MD-
8 chromosome Unknown contig159, whole genome shotgun 














































>NW_015971304.1:195832-197885 Penicillium expansum strain 
MD-8 chromosome Unknown contig7, whole genome shotgun 















































>LHQR01000065.1:24329-26776 Penicillium griseofulvum strain 


















































>LHQR01000070.1:213525-215227 Penicillium griseofulvum 













































>NPFK01000092.1:73005-74733 Penicillium sp. 'occitanis' 














































>NPFK01000226.1:2812-5130 Penicillium sp. 'occitanis' strain 

















































>NPFK01000433.1:10004-11843 Penicillium sp. 'occitanis' 






































Lampiran 2. Penjajaran tiga urutan α-amilase untuk menetukan templat. 
 
CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment 
 
 
NW_015971310.1                    -------ATGGTTCTCGCACGATTTGCTTGGCTTACCAGCTTGGTTGGCACTGCCATTGC 53  
LHQR01000070.1:213525-215227      TCAAAGGAGCGTAATGACGATGCTGGTCACCACTCCTAGCAGGGTAGCT----AGACTGG 56  
NPFK01000433.1                    -CTA---ACAAGGATGTCCGTTCTCAAGTAGCTTGGCAGCAGGGTACAA----CACGCTG 52  
                                         *      *  *     *         *   ***  ***                       
 
NW_015971310.1                    TGCCACTCCAGCTGAATGGCGATCGCAGTCGATCTACTTCATGCTCACTGATCGCTTTGC 113 
LHQR01000070.1:213525-215227      CACCACTCGTAA-ATCGGATGCCAGCCGACGTCAAC--------CCATTGTGAGTCTTCA 107 
NPFK01000433.1                    GGCCATCCACTA-GCCATTGGCACGGAGACATCACCAGTGTCGCTAACAGTGATGTTTGT 111 
                                    ***  *            *   *  * *                *  *      **   
 
NW_015971310.1                    GCGAACGGATGGCTCGACTACTGCTGCTTGCGATACCAGTGATAGAGTAAGCTGCTGTTT 173 
LHQR01000070.1:213525-215227      GCATCGCGAGGGAAACGTTCGC--AG-----AAGAATAGCCACAAAGACCACTGCCTTCC 160 
NPFK01000433.1                    GCAGGT-GA----TCAACTCGG--TA-----ATGACCTGTCCGGCGGTAAAGCCCGTTCC 159 
                                  **     **         *               *   *       *       *  *   
 
NW_015971310.1                    ATGTATCGACTC------------------TATGACATGAAGATAGA------GCTAACT 209 
LHQR01000070.1:213525-215227      ATGTATTTTGTGGGGAAGTAGACTCTGGGTTCTCCCTTATCCATAGG---GACGCTCAAC 217 
NPFK01000433.1                    GG--AGATTGTCAAGCTGTAAGAGCTGGCGTCTGCACCGGAGTTTGAGAGTACGGTGACG 217 
                                      *     *                   * *          * *       * * *   
 
NW_015971310.1                    GTACTTGCTGGATAGAAATACTGCGGTGGAACCTGGCAAGGAA------TCATAGATAAG 263 
LHQR01000070.1:213525-215227      ATACCCGCGTCATCGACAG-TTTGGTTCGTACAGCCCAAAATTTCGGTTACCTTGGTACC 276 
NPFK01000433.1                    ACCTGGCTGTCGTTGC-----TGCCTTTGCGGATGGCGAGGTTGTTGCTATCTTGGTAGA 272 
                                              * *      *    * *       * *             * * **   
 
NW_015971310.1                    GTCAGTAACGCTCTAATCC-----TTCATATATCACACAACTGACCAATCCTTAGCTGGA 318 
LHQR01000070.1:213525-215227      AGCATTAAAGCTGACAGCCAAGTCTATTTTGTACGCTTTACTGGCCGAGCTTTGGCTGGA 336 
NPFK01000433.1                    TTGGGGAAGACTGAAATCG------CTGTTAGGCA-----CTGGCTCTCCCAATGTAGGG 321 
                                        **  **   * *          *    *      *** *    *    *  **  
 
NW_015971310.1                    CTACATCCAAGGAATGGGCTTCACGGCAATTTGGATCACCCCTGTAACCGGTCAATTAAC 378 
LHQR01000070.1:213525-215227      CAATAC---------------CATGACAACTTG--TCGACCCTGAACACCTTTTGTGAAA 379 
NPFK01000433.1                    AGATAC------------------------------------------------------ 327 
                                    * *                                                        
 
NW_015971310.1                    GAGGACACCCCATACGGGGATCCCTATCATGGGTACTGGCAGCAGGACATGTGAGTATCG 438 
LHQR01000070.1:213525-215227      G------CAAGCTCACTGCCGCCCTGGTA---------------GATTGTGTGGGTGTCG 418 
NPFK01000433.1                    --------------GATGCATACCTTGTA---------------AGT------------- 345 
                                                   *    ***   *                                
 
NW_015971310.1                    CAAAGCAG-AAAAGACAACCCTTCAACTCTGCATGCTTACTGACCAATATTAAGCTATGC 497 
LHQR01000070.1:213525-215227      TCCTCGAAATAGTCTTCGCCCAGCAAGGCTGCGTGCTTGCGGAGGC-GGTTTAGCTTTGC 477 
NPFK01000433.1                    -----AGTGTATCCTGTGTCCAATTGAAGAGCATAGTTTCGGATCT-TGTTGAGCTTCGA 399 
                                            *        **         ** *  ** * **      ** ****  *  
 
NW_015971310.1                    CCTCGACTCAAACTACGGACTGCAGACGATCTTAAGGCCCTCGCTGCGGCTTTGCACAAA 557 
LHQR01000070.1:213525-215227      GATCATCTTAT---------------------------------------------AGAG 492 
NPFK01000433.1                    AATCCATTGGT---------------------------------------------AAAG 414 
                                    **   *                                                  *  
 
NW_015971310.1                    CGCGACATGTATCTCATGGTCGATGTAGAGCAAACCACATGGTAAGTCAACTCATCCGAA 617 
LHQR01000070.1:213525-215227      CTCCGCGTCGGTGTCATATTT-------CGTGAGCCAGATGGCTTCTCGGTTCTTGGGCA 545 
NPFK01000433.1                    CTCAGCGGAAGTATCAAACCC-------ATTCAACCAAACGGCTTCACGGTTATTAGGAA 467 
                                  * *  *     * ***                * *** * **     *   *  *  * * 
 
NW_015971310.1                    TCATCCCCGATAATCCAGGTTGAGACTGACATGTATGGATAAAAAGGGCTACGACGGCGC 677 
LHQR01000070.1:213525-215227      CTGAGTCGCCGGCCAGATGTTGCTCTTGGCCTTGATATATCATCGGGATTCCATCAAATA 605 
NPFK01000433.1                    CGCTGCCACCACTATAATGTTGTTCCTGACCGGCATAGATAATCGGGATACCGTCCGACA 527 
                                        *         * ****    ** *    **  ** *   **    *  *      
 
NW_015971310.1                    AGGTGCTGACGTAGAC-------TACACCAAATTCAACCCCTTC---AACGATGCAAAGT 727 
LHQR01000070.1:213525-215227      GCATGGTAAATACTAGGATGTTTTTGGCCATCTGCAAAATATTTATGATCAACAAAAAGT 665 
NPFK01000433.1                    AGATCGTGAAAGCAATGACGTTCTTGGCGAGCGAAAAGTCCGAGGTGTAGTTGGCGAATC 587 
                                     *  * *     *        *   * *     **                   **   
 
NW_015971310.1                    ATTTCCACTCCTACTGCCCA---ATCACCGATTACAGCGATGACACCATGGCGCAAAACT 784 
LHQR01000070.1:213525-215227      GATCACT-------CACACGGAAGAGGATATACATACCGCCATGTCCTTGGAATAGCT-- 716 
NPFK01000433.1                    GCGGGTTGTCGTGGTTCTCGGAAAAGGAGCCTAGCAAGGTTGAGTCATTGCAGTCGGACT 647 
                                                  * *                *  *      *  **           
 
NW_015971310.1                    GCTGGCTTGGCGACAATAAGGTCTCACTGCCAGATCTGGATACACAGAGCACAGAGGTGC 844 
LHQR01000070.1:213525-215227      -CGCAATC-CGCGCCTTGTCGTGATT--TTCAGAGA------AAGAGACCAT--AGCATT 764 
NPFK01000433.1                    TGACGGTG-TTGACCATGTTGTATAG--ATCAGAGA------TACTACCGCTGGTGCTTT 698 
                                        *      *  *   **        ****         *           *     
 
 
NW_015971310.1                    AGGATATTTGGTATGACTGGGTTGGATCTTTGGTCTCCAACTACTCCAG-TAAGTTGTTT 903 




NPFK01000433.1                    -CAAAGGCGCGAACGAGTGGGTAATATACTGGGTAGTTCAGGACCCCGTCGAGGTAGT-- 755 
                                            *   **     *   **  *             *       * **  *   
 
NW_015971310.1                    TTCTCTCAAATTCACCCTTAGCAAGATATATCGCCATATCTAGAGACTGACCAATGTATA 963 
LHQR01000070.1:213525-215227      CCATGGTAAAAGC---CTCTAGGATTTGGAAATAGAT-CGGATAGTTTGGCAAA--CTGG 877 
NPFK01000433.1                    -TCTGGTAAGGGC---ATGCAATGGTTGCGTCGCCAT-TGTCGACTTCGCCAAC---GCA 807 
                                     *   **   *    *        *        **      *    * * *        
 
NW_015971310.1                    GTCGACGGCCTCCGCATTGACACAGTCAAACATGTCCAGAAAGATTTCTGGCCCGGTTAC 1023 
LHQR01000070.1:213525-215227      CGATGTAGTTGCTCTGGTAAT--CGTTCATGATGCTGACTGCGCCTTCAAGGACTTCCCC 935 
NPFK01000433.1                    GTAGACGCCAGCTGCGCTGAC--CCAGGAAG----GCCAAAAGTCTTTTTGCACTTCTAG 861 
                                             *     * *        *             *  **   *  *       
 
NW_015971310.1                    AACAAGGCCGCGGGCGTCTACTGCGTAGGCGAGGTCTTTGATGGAGACGTCGATT----- 1078 
LHQR01000070.1:213525-215227      TGTCATGAAAATGTTGTCGAGGCCGTCGGCAAAGATTTTTAAAAATTCT-----GG---- 986 
NPFK01000433.1                    ---------AGCGGAGTCAAGACGGAGACCGTCGACTTTACAATTCATTAGCATCGGGGG 912 
                                              *  *** *    *    *   *  ***                      
 
NW_015971310.1                    -ATACC----------TGTCCATACCAGGAGGTAATGGACGGAGTGCTTAACTACCCAAT 1127 
LHQR01000070.1:213525-215227      -GTTGACGTGCTTGGCTGCATCAATGCGGAGCCCGTCAATGGAATATGTCTTTATGGCGT 1045 
NPFK01000433.1                    TCTTCCGATGGTAAGTTCAAGGAAATGAGCAGCACTTACTGGAGTAGTTTGAGACCAATT 972 
                                    *             *      *    *      *    *** *   *    *     * 
 
NW_015971310.1                    GTGAGATCCAGCTTATACATGGAATGTACCAG--------ATACACAGGGAGAACTAAAA 1179 
LHQR01000070.1:213525-215227      CTTTCGCCCATTTGATCAAGAGCTTTTGGACATCTTCGTGCTCTGTGAAAAGATCTGGTA 1105 
NPFK01000433.1                    CCGGAATCCAGCTGTACCACATGTTCTGCACATCAGTACTCTCGGTATCGAGATCTGGAA 1032 
                                         ***  *     *     * *              *        *** **   * 
 
NW_015971310.1                    ATAATGAACTG-----------AAATAGCTACTACCCCCTCCTCAAAGCCTTCCAATCGA 1228 
LHQR01000070.1:213525-215227      GTGGGACCGTCCAATCACCCGTCGAGCACTTCTGCGCAATCTTCATATCATTCCAGTCTG 1165 
NPFK01000433.1                    GTGAGACAATAGTGTCGCCTTCCCAGCACTCTTCAACCATGGTCAAGTTGGAGTAATCAG 1092 
                                   *       *              *   **  *   *  *  ***         * **   
 
NW_015971310.1                    CC-----TCGGGAAGCATGA-------CCGACCTATACAACATGATCAACACGGTGAAAT 1276 
LHQR01000070.1:213525-215227      TCATGTTGCAGTACGTATGGTAATAGTCGGCGTTATTGAAGGGTTCCAAGACGGAATAGT 1225 
NPFK01000433.1                    TGATTTCGCAGTAAGCATGGAAATAGTCTTGGCTGTTGAAAGGAGTGAAAACTGAGTAGT 1152 
                                          * * * * ***        *     * *  **       ** ** *   * * 
 
NW_015971310.1                    CGACCTGCAAAGATTCAACCCTTCTCGGGACCTTCCTAGAGAACCATGATAACCCACGTT 1336 
LHQR01000070.1:213525-215227      CGATATTTG-------TGGCGGGATTGCTACCATTCGTG--------------------- 1257 
NPFK01000433.1                    CTACGTCTG-------GACCGGCACCGGCGTAACCCTTTTGACAAAAGATAAGTTTGATT 1205 
                                  * *  *             *      *        *                         
 
NW_015971310.1                    TTGCCTCGTAAGTGGAAATTCCATAAAAGCAACGGGCATAATTCCACTCTGT-ATATCTA 1395 
LHQR01000070.1:213525-215227      -------------------------------------ATATAGGCCATATTGTTGATCAC 1280 
NPFK01000433.1                    --GACTACCG----------ACAAAAAATTTGGAGGTAGACTTACCATGTGGTTTGCCAC 1253 
                                                                       * *    *  * *       *   
 
NW_015971310.1                    AAACTGA---------CATCTCTCCCTTGGGAACCCAGAGTCACCAACGACATTGCCCTC 1446 
LHQR01000070.1:213525-215227      AGTGTCCAGCATCAAGTACATGTCCCTGGAGTGGAGAGCGGCACTAAGGTCGAGCAAGTC 1340 
NPFK01000433.1                    GACGTCAACCATGAGGTACATATCACGAGCATGGAGAGCTGTAGCCAAAGCTTTCAAGTC 1313 
                                      *            *  * ** *  *       **    *   *   *       ** 
 
NW_015971310.1                    GCCAAGAACGCAGCCACATTCACTATCATGGCAGACGGTATTCCTATCGTCTACGCAGGA 1506 
LHQR01000070.1:213525-215227      TTG---ATGCGTCCCAAAATGAGAGTTGAGTT---------------------------- 1369 
NPFK01000433.1                    TTC---GGCGGCACCGTAGTTCGAATTGATAGAGTAACTGTTTTCGACGTCAGTCCCAGT 1370 
                                               **  * *     *                                   
 
NW_015971310.1                    CAGGAGCAGCACTATAGTGGCGGCGAGGACCCAGCTAATCGTGAGGCTCTGTGGCTGTCT 1566 
LHQR01000070.1:213525-215227      ------------------------TGTTG-AAGTTTAATGGCCAGTACCCGTGGTAGGCT 1404 
NPFK01000433.1                    T-TGAAGAGCAGTCAAATGTCAGACGTGC-ATGTCCTGTTGCCAGTAGCCGTGATAAGCC 1428 
                                                                        * *  **   * ***     *  
 
NW_015971310.1                    GGATACAACACGGACAGCGAGCTGTACAAGCTCATTGCGACGGCCAATGGTGCTAGAAAT 1626 
LHQR01000070.1:213525-215227      -TCGCCATACTCGACTCGGCCATGGATATTCTCCATGATCGGAGAGATCATCACAGCATC 1463 
NPFK01000433.1                    -TCTCCATCTGCAGTAGATTGATTCAACTGCTCAGTAACAGGAGTAATCCAGATGGCCGT 1487 
                                       **               *  *    ***  *     *    **       *     
 
NW_015971310.1                    CAGGCGATTG----CAAAGAGTACCAACTATACTATTTACCAGGTATGTGCTTGTCTCTC 1682 
LHQR01000070.1:213525-215227      AAATCCCATTCCTTGGATGTAG-------------------------------------- 1485 
NPFK01000433.1                    GAATCCCATGTTCTGGATATAATCCAACTGTACAGAT------CGTTTTAGTTTTGTCAA 1541 
                                   *  *   *       *                                            
 
NW_015971310.1                    TGTCTCAAGTGAATGAAGAAAGGAAGGACAGAAAAAACTAACTCCGTCTTCACAGAACTA 1742 
LHQR01000070.1:213525-215227      ---------------------------------TCGAGTTTGTCGATAG---------TT 1503 
NPFK01000433.1                    TACTTTAAGAGCCCGAC----CGTTGTACTCGACGTACCTGGTTGATGA---------TT 1588 
                                                                      *     *   *           *  
 
 
NW_015971310.1                    CCCAATCTACAAAGACGACAGCACCATTGCCATGCGGAAGGGCTAT--GATGGTGGGCAG 1800 
LHQR01000070.1:213525-215227      CCT---CGCCATGTTCCTCCGCAGTAAAGGCCT--------------------------- 1533 
NPFK01000433.1                    CCC---TGCCATGATCCTCCGCAGTATTGCTATGAAGAGTTAGTTTACATAAGTGGACTT 1645 





NW_015971310.1                    ACAATTACCAT---CCTAACGAATCTCGGCGCAGGAGGTAA---AGAGTAC-------TC 1847 
LHQR01000070.1:213525-215227      -------------------------------TCCTTGGTGTTGCATGGTGATGTTGTCGA 1562 
NPFK01000433.1                    CCAAGTCACACAACATTCAAAACTTACGCCTAACGCAGAATCGCACTCTGCAGTGGTCGA 1705 
                                                                       *      *   *            
 
NW_015971310.1                    GGTTTCGATTCCTGGTACTGGATTCGCAGCTGGTGCGAAGTTGACAGAGGTTGTCTC--- 1904 
LHQR01000070.1:213525-215227      TCCGTCTGTGCGAGCAAAACGATCTGTCATA---GTCTGGTATACTGATCTACGCTTCCA 1619 
NPFK01000433.1                    ATTGTCCGTTCGAGAGAATCGATCCGTGAGA---AGAAAGTAAATAGATCGTGAGCGCCA 1762 
                                      **  * *  *  *   ***  *             **  *  **             
 
NW_015971310.1                    CTGCGCCAGCGTTACTGCTGGTGAGAGTGGGGAGGTGTCTGTTCCTATGGCTGGTGGAGC 1964 
LHQR01000070.1:213525-215227      GTCGGCTGTAGTTGCGGCTGACGC---CGAGG------------CGAT--------GAGC 1656 
NPFK01000433.1                    TTCATCCGGAGTAGCAGCTTCAGCAACCTGTG------------CTAG--------AAGA 1802 
                                   *   *    **  * ***   *        *            * *          **  
 
NW_015971310.1                    TCCGAGAATTTTGGTCCCACCTCTTTGCTTGAGGGCTCGACTCTCTGCTCGTCGTAG 2021 
LHQR01000070.1:213525-215227      CCCGTAATCAACAGGCCTACCAA--CGAACGAATGGTGCAG--------CGTGACAT 1703 
NPFK01000433.1                    CCTGC-AACTGCAGCGCTTGCGA--TGAGCGACAGCTTCAT---------------- 1840 




Jumlah warna pada deret 2021 bp 
tosca  : 383 kuning  : 269 hijau  : 0 ungu   : 337 
 
Jumlah warna pada deret 1703 bp 
tosca  : 383 kuning  : 269 hijau  : 409 ungu   : 0 
 
Jumlah warna pada deret 1840 bp 







Lampiran 3. Karakteristik primer hasil desain 
 







1. F CTGCACCGGAGTTTGAGAGT 189 208 59.97 55.0 4.00 1.00 
 R TCCGTCTTGACTCCGCTCTA 878 859 60.04 55.0 4.00 2.00 
 P 690       
2. F TGAGAGTACGGTGACGACCT 202 221 59.96 55.0 4.00 1.00 
 R ACCATTGCATGCCCTTACCA 777 758 59.96 50.0 6.00 0.00 
 P 576       
3. F CGACGTCAGTCCCAGTTTGA 1355 1374 59.97 55.0 6.00 1.00 
 R ATGAATGGCGCTCACGATCT 1767 1748 59.89 50.0 4.00 2.00 
 P 413       
4. F GTAAAGCCCGTTCCGGAGAT 146 165 59.82 55.0 6.00 2.00 
 R AGGTCGTCACCGTACTCTCA 221 202 59.96 55.0 4.00 2.00 
 P 76       
5. F ACTACCGCTGGTGCTTTCAA 682 701 59.89 50.0 4.00 3.00 
 R GCTGGGAAGGCGACACTATT 1059 1040 60.11 55.0 2.00 2.00 
 P 378       
6. F CTGTTAGGCACTGGCTCTCC 292 311 60.11 60.0 5.00 1.00 
 R ATTCGCCAACTACACCTCGG 586 567 60.11 55.0 4.00 2.00 
 P 295       
7. F CCGTCCGACAAGATCGTGAA 518 537 60.11 55.0 6.00 2.00 
 R GTTGGCGAAGTCGACAATGG 804 785 59.83 55.0 8.00 2.00 
 P 287       
8. F GCATGGAGAGCTGTAGCCAA 1282 1301 60.11 55.0 4.00 1.00 
 R GCTTATCACGGCTACTGGCA 1427 1408 60.18 55.0 3.00 3.00 
 
 
P 146       
9. F ACCAAACGGCTTCACGGTTA 441 460 60.18 50.0 3.00 3.00 
 R TTCACGATCTTGTCGGACGG 357 518 60.11 55.0 6.00 1.00 
 P 97       
10. F GGACTTGACGGTGTTGACCA 643 662 60.18 55.0 3.00 3.00 
 R GACGGTCTCCGTCTTGACTC 885 866 59.83 60.0 7.00 3.00 
 P 243       
 
